Znaczenie metylacji 2°-O rybozy pierwszego transkrybowanego nukleotydu konca 5° mRNA dla
utrzymania wysokiego poziomu translacji kodowanego przez te mRNA bialka. Charakterystyka
oddzialywan bialkoe-ligand metodami biofizyki i biologii molekularnej.
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In vitro syntetyzowane mRNA (IVT mRNA) stato si¢ obecnie atrakcyjnym celem badan, jako
leki nowej generacji dostarczajace do komorki informacje genetyczng. Punktami stabymi, ktore
wymagaja dalszej pracy badawczej jest krotki czas zycia oraz immunogenno$¢ syntetyzowanego
mRNA (Sahin et al., 2014, Vallazza et al., 2015). Na oba te czynniki mozna wptyna¢ wprowadzajac
rozne modyfikacje w obrebie struktury transkryptu. Szczegélnie interesujacym miejscem do
modyfikacji jest struktura kapu znajdujaca si¢ na koncu 5' mRNA, ktora zabezpiecza tancuch przed
dzialaniem destrukcyjnych enzymow oraz jest rozpoznawana przez biatko elF4E inicjujace synteze
biatek w cytoplazmie (Kuhn ef al., 2010; Jemielity et al.,, 2010; Ziemniak ef al., 2013; Stepinski and
Darzynkiwicz 2014).

Aby leczenie przy pomocy syntetyzowanego przez nas IVT mRNA mialo jak najwigksze
szanse powodzenia, planujemy przygotowanie transkryptow, ktoére jednocze$nie begdy zawieraty
wybrane analogi kapu zapewniajace wysoka wydajno$¢ translacyjng i odporno$¢ na degradacje oraz
dodatkowe elementy strukturalne gwarantujace identyfikacj¢ wprowadzonego do komorki mRNA,
jako wtlasne.

Komorki ssacze zawierajag sensory RNA ukladu immunologicznego, ktore musza by¢ brane
pod uwage przy syntezie terapeutykow. Brak modyfikacji wyst¢pujacych naturalnie w transkryptach
prowadzi do stymulacji uktadu odpornosciowego i indukuje wydzielanie interferonu. Ostatnie
doniesienia wskazuja na istotna role metylacji drugiego nukleotydu (tzw. kapl) dla rozpoznania
czasteczki mRNA (Kumar et al., 2014; Habjan et al., 2013; Zust et al., 2011). Transkrypty posiadajace
podstawowy monometylowany kap (kap0), typowy dla nizszych eukariontéw, wywotuja odpowiedz
ukladu immunologicznego analogiczna jak w przypadku infekcji wirusowej. Jednym z wielu biatek,
ktérego produkcja jest indukowana w odpowiedzi uktadu immunologicznego na rozpoznanie kapO-
RNA jest IFIT1 (interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats) biatko majace zdolnosé
wigzania kapO-mRNA i inhibicji biosyntezy kodowanego przez nie biatka. Do tej pory zostaty jedynie
wyznaczone pozorne state dysocjacji biatka IFIT1 do 5’pppRNA i cap0-RNA przy uzyciu techniki
inhibicji wydtuzania starterow. Nie wiadomo jak wptywaja biatka IFIT2 i IFIT3 tworzace kompleks z
IFIT1 na wigzanie 5’ konca mRNA. Dokladne zbadanie interakcji miedzy biatkiem IFIT1 a analogami
kapow pozwoli na poznanie wptywu modyfikacji obecnych na 5° koficu mRNA na wydajnosé
translacji a tym samym efektywniejsze wykorzystanie potencjatu terapeutycznego czasteczki mRNA.

Proponowany projekt ma na celu badania oddzialywania biatka IFIT1 z réznymi di-, tri- i
tetra- nukleotydowymi analogami kapu posiadajacymi natywnie wystepujace modyfikacje na 5 koncu
mRNA. Zadaniem doktoranta bedzie przygotowanie obiektow badawczych, czyli sklonowanie biatek
IFIT do wektorow ekspresyjnych, ich nadekspresja i oczyszczenie przy pomocy chromatografii
powinowactwa i jonowymiennej. Doktorant wykona przy uzyciu technik biofizycznych takich jak
kalorymetria, interferometria czy spektroskopia fluorescencyjna doktadne pomiary biomolekularnych
oddzialywan bialka IFIT1 z seriag analogdw kapu. Przy pomocy technik modelowania molekularnego



postara si¢ okresli¢ sposoby wigzania analogéw kapu do biatka IFIT1. Ws$réd badanych ligandow
znajda si¢ GpppG, m7GpppG, m7GpppNm (kapl), m7GpppNmNm (kap2). Badania przy uzyciu
izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego pozwola na wyznaczenie rOwnowagowej statej
asocjacji Kas. Jest to jedyna technika pozwalajaca bezposrednio wyznaczy¢é parametry
termodynamiczne (AH - entalpia) umozliwiajaca wglad w fizyczny charakter oddziatywan, poznanie
selektywnos$ci w wigzaniu roéznych ligandéw. Pomiary zostang potwierdzone przy uzyciu
interferometrii, ktora dodatkowo pozwala na wglad w kinetyke procesdOw asocjacji i dysocjacji w
warunkach nierdéwnowagowych. Biatko IFIT1 tworzy kompleksy z partnerami IFIT2 i IFIT3.
Planowane sa badania majace na celu ocen¢ wptywu biatek IFIT2 i IFIT3 na wigzanie ligandow przez
IFIT1 przy uzyciu tej samej metodologii, co opisana powyze;j.

Proponowany projekt bedzie mial réwniez wymiar aplikacyjny. Doktorant opracuje test
pozwalajacy na szybka ocene tolerancji nowo syntetyzowanych analogdéw kapu przez biatko IFIT1.
Analogi kapu wykazujace najlepsze parametry zostang wbudowane do mRNA i przetestowane w
komoérkach eukariotycznych HEK293T. Istotnymi parametrami ktére doktorant bedzie miat za zadanie
monitorowa¢ bedzie efektywnos$¢ translacji reporterowego biatka lucyferazy oraz stabilno$é
kapowanego mRNA.

Tematyka badan zaklada potaczenie elementow biofizyki, modelowania i symulacji
komputerowych, biologii molekularnej i komoérkowej 1 bedzie realizowana w duzym
interdyscyplinarnym zespole. Wyposazenie aparaturowe i opracowane techniki badawcze zespotow
Laboratorium Ekspresji Gendéw kierowanego przez prof. E. Darzynkiewicza i Laboratorium Maszyn
Biomolekularnych dr hab. J. Trylskiej w pelni gwarantuja mozliwos¢ realizacji projektu badawczego.
Dysponujemy zapleczem aparaturowym umozliwiajacym stosowanie technik klonowania DNA do
wektoréw plazmidowych i ich modyfikacji (m.in. termocyklery, aparaty do elektroforezy w zelach
agarozowych, stanowisko pracy sterylnej przy komorze laminarnej) nadekspresji biatek (cieplarki i
wytrzasarki mikrobiologiczne, kolumny ze ztozami stosowanymi do oczyszczania: jonowymienne,
powinowactwa, systemy FPLC), systemy do elektroforezy w zelach poliakrylamidowych,
otrzymywania pelnych transkryptow mRNA i krotkich oligorybonukleotydow. W laboratorium
opracowano szereg procedur uzyskiwania biatek enzymatycznych i czynnikow translacyjnych.
Dysponujemy pracownig hodowli komorek eukariotycznych.

Laboratorium Maszyn Biomolekularnych kierowane przez wspotprowadzacego opiekuna
pracy doktorskiej uzywa metod modelowania molekularnego, symulacji komputerowych i
bioinformatyki oraz biofizyki do§wiadczalnej. Do okreslenia wlasnosci fizykochemicznych i dynamiki
wewnetrznej badanych ukladow na poziomie atomowym wykorzystuje symulacje dynamiki
molekularnej. Rownolegle, do wyznaczenia parametrow termodynamicznych oraz kinetyki reakcji,
stosuje metody spektroskopii absorpcyjnej, fluorescencyjnej i dichroizmu kolowego oraz techniki
mikrokalorymetryczne.

Doktorant bedzie wykonywat zarowno badania biochemiczne jak i biologiczne w grupie prof.
Darzynkiewicza, a takze badania termodynamiki oddziatywania biatka IFIT1 z analogami kapu oraz
przewidywania strukturalne i symulacje dynamiki molekularnej w grupie dr hab. Joanny Trylskie;.
Bedzie musiat si¢ nauczy¢ zaréwno technik do§wiadczalnych jak i modelowania i symulacji dynamiki
badanych uktadow.
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